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连接 片段 在 Duchenne 型 肌 营 养 不 良 症 携带 者 检测 中 的 应 用 
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摘要 :目的 探讨 连接 片段 在 缺失 型 Duchenne 型 肌 营 养 不 良 症 (Duchenne muscular dystrophy, DMD) 携 带 者 检测 中 的 应 用 价 
值 。 方法 对 1 个 DMD 家 系 和 1 例 DMD 散 发 病例 进行 研究 。DMD 家 系 中 以 确诊 的 患者 亚 2 和 待 查 携带 者 工 3 为 研究 对 象 ; 散 
发 病例 以 患者 开 1 及 其 母亲 工 2 为 研究 对 象 。 通 过 外 显 子 检测 确定 家 系 中 患者 亚 2 第 31~43 外 显 子 缺失 ,散发 病例 患者 工 1 第 
45~54 外 显 子 缺失 。 然 后 以 PCR 步 移 法 在 相应 内 含 子 设计 引物 定位 断裂 点 的 位 点 ,最 后 在 尽量 靠近 断裂 连接 点 处 设计 1 对 引物 
直接 对 患者 及 其 待 查 女性 亲属 进行 连接 片段 的 PCR 扩 增 。 结 果 对 上 述 DMD 家 系 中 待 查 女性 开 3 的 检测 结果 为 PCR 扩 增 出 与 
患者 亚 2 一 致 的 阳性 片段 ,诊断 其 为 DMD 携带 者 。 对 散发 病例 患者 母亲 工 2 的 检测 结果 为 PCR 反 应 阴性 ,而 对 照 的 患者 下 1 扩 
增 出 阳性 结果 ,排除 其 母亲 为 DMD 携带 者 。 结 论 利用 常规 PCR 技术 直接 检测 缺失 型 DMD 患 者 的 女性 亲属 是 否 带 有 连接 片 
段 ,可 以 同样 达到 进行 携带 者 检测 的 目的 。 该 方法 有 别 于 目前 DMD 携带 者 检测 中 所 使 用 的 各 种 定量 分 析 方法 。 
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Abstract: Objective To investigate the value of the junction fragments between the breakpoints of introns in identifying 
deletional Duchenne muscular dystrophy (DMD) carriers. Methods A DMD family (including the index patient III2 and the 
suspected carrier II3) and a sporadic DMD case (including the patient II1 and his mother I2) were studied. The patient III2 of 
the DMD family was identified as having exons 31-43 deletion of the DMD gene, and the sporadic patient II1 had exons 45-54 
deletion. A PCR-based genome-walking method was used to locate the breakpoints in the corresponding introns. The junction 
fragments of the patients and their female relatives waiting for a diagnosis were amplified by PCR with primers adjacent to the 
deletion junctions. Results PCR amplification yielded identical positive results for the female suspected carrier II3 of and the 
index patient of the DMD family, and the former was thus diagnosed as a carrier of DMD. PCR amplification of the sporadic 
patient’ s mother I2 showed a negative result, but the patient II1 had a positive result, so that the patient's mother was 
excluded as being a carrier of DMD. Conclusion Routine PCR technique for detecting the junction fragments allows 


identification of carriers among female relatives of patients with deletional DMD. 
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Duchenne 型 肌 营 养 不 良 症 (Duchenne muscular 
dystrophy, DMD ) 是 临床 常见 的 以 骨骼 肌 损 害 为 主要 表 
现 的 致死 性 X- 连 锁 隐 性 遗传 病 。DMD 基因 大 片段 缺 
失 是 导致 该 病 的 主要 突变 类 型 。DMD 迄 今 无 有 效 的 
治疗 方法 ,进行 携带 者 检测 和 产 前 诊断 防止 患 儿 的 出 
生 , 从 而 在 患 病 家 族 中 阻 断 该 病 的 逐 代 遗传 就 成 为 目前 
对 该 病 防 控 最 为 有 效 的 一 个 途径 %。 由 于 DMD 女 性 携 
带 者 基因 组 中 有 早生 型 DMD 基 因 的 存在 和 干扰 中 , 作 
携带 者 检测 时 通常 需要 采用 定量 的 方法 进行 分 析 检 测 。 
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在 以 往 的 研究 中 我 们 通过 PCR 步 移 法 已 实现 了 对 
多 例 患 者 DMD 基因 缺失 连接 片段 进行 PCR 扩 增 和 测 
序 沁 。 基 于 这 段 新 修复 连接 而 成 的 连接 片段 序列 具有 
其 独自 的 特异 性 ,本 研究 提出 在 进行 缺失 型 DMD 携带 
者 检测 时 对 连接 片段 直接 进行 PCR 扩 增 检测 , 即 可 直 
接 达 到 诊断 女性 携带 者 的 目的 。 这 也 是 与 当前 常用 的 
DMD 携带 者 定量 检测 方法 有 所 区 别 的 一 种 常规 PCR 
检测 方法 。 


1 资料 和 方法 
1.1 病例 资料 

经 过 知情 同意 后 分 别 对 1 个 DMD 家 系 和 1 例 散 发 
病例 进行 研究 DMD 家 系 来自 广 东 深 圳 市 (图 1), 以 该 
家 系 中 确诊 的 DMD 患 者 下 2 和 待 查 携带 者 卫 3 为 研究 


201712.00788v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(9): 1308-1311 


ChinaXiv 合 作 期 刊 
- 1309 - 


XI. DMD 散发 病例 来 自 广西 南宁 地 区 (图 2), 以 患者 

开 1 及 其 母亲 D 2 为 研究 对 象 。 以 上 2 例 患 者 均 为 肌 电 图 
表现 典型 肌 源 性 损害 ,血清 肌 酸 激酶 异常 增高 。 采 集 上 
述 所 有 研究 对 象 的 外 周 血样 并 抽 提 制备 基因 组 DNA。 


图 1 DMD 患者 家 系 图 
Fig.1 Genetic map of the DMD family. 


1 


2 DMD 散 发 病例 
Fig.2 The sporadic case of DMD. 


1.2 试剂 

Ex Taq DNA RATE. 2.5 mmol/L dNTP Mixture, 
100 bp DNA Ladder Marker 购 自 大 连 宝生 物 工 程 有 
限 公司 , 琼 脂 糖 为 西班牙 Biowest Agarose 进 口 分 装 ,其 
它 试 剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 引物 设计 
1.3.1 外 显 子 引物 设计 常规 18 对 DMD 基因 外 显 子 检 
测 引 物 参照 Chamberlain 等 和 Beggs 等 的 文献 设计 , 增 
加 第 31、 第 32. 第 33、 第 34. 第 35、 第 46. 第 49、 第 55 这 8 
对 外 显 子 引物 参照 莱 顿 肌 营 养 不 良 网 页 (http:Wwww. 
dmd.n1) 提 供 的 引物 序列 进行 设计 。 经 外 显 子 检测 确定 
DMD 家 系 中 患者 亚 2 为 DMD 基 因 第 31~43 外 显 子 缺 失 ， 
DMD 散 发 病例 开 1 为 DMD 基 因 第 45~54 外 显 子 缺 失 。 
1.3.2 内 含 子 上 缺失 断裂 点 定位 引物 设计 采用 PCR 步 
移 定位 方法 的 原理 设计 断裂 点 所 在 内 含 子 的 检测 引物 ， 
即 在 内 含 子 上 每 间隔 一 定 距离 设计 1 对 PCR 引 物 ,以 比 
较 精 确 地 定位 内 含 子 上 的 断裂 位 点 。 结 合 实验 步骤 的 
难 易 和 经 济 角 度 考 虑 ,我 们 在 内 含 子 上 平均 约 每 3 kb 序 


列 设计 1 对 引物 来 寻找 缺失 断裂 点 。 对 于 第 43 和 第 44 
这 2 个 大 内 含 子 上 采取 分 次 步 移 法 设计 引物 定位 断裂 
点 的 策略 %“。 引 物 设计 通过 在 线程 序 http:/frodo.wi. 
mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi 完 成 ,每 条 3 引 
物 平均 长 度 20 bp, 每 对 引物 均 限 定 其 PCR 产物 长 度 在 
301-400 bp 范围 。 断 裂 点 所 在 的 第 30、 第 43、 第 44、 第 
54 内 含 子 的 序列 从 http://www.dmd.nl/seqs 获 取 。 
1.3.3 扩 增 连接 片段 的 引物 设计 经 PCR 确定 内 含 子 缺 
失 断 裂 区 域 后 ,最 后 设计 1 对 扩 增 连接 片段 的 引物 。 即 
选取 一 条 尽量 靠近 断裂 连接 点 上 游 的 FE 向 引物 和 一 条 
尽量 靠近 断裂 连接 点 下 游 的 R 向 引物 对 连接 片段 进行 
PCR 扩 增 。 引 物 的 PCR 产物 长 度 尽量 限定 在 几 百 bp 
的 范围 ,并 要 有 良好 的 扩 增 特异 性 ,以 提高 常规 PCR 扩 
增 连 接 片 段 的 成 功率 ,达到 准确 和 快速 进行 检测 的 目 
的 。 本 实验 设计 对 前 述 DMD 家 系 病 例 连 接 片段 进行 
扩 增 检测 的 引物 为 : 
D31-F:5-TGCTTGTGTGGTATGGTTCA-3' 
D31-R2:5-GCAAGCAAACCTTTCACCAG-3' 
对 前 述 散 发 病例 连接 片段 进行 扩 增 检测 的 引物 为 
D6-F:5-CGTGCTAAACAGTTGGGGTA-3' 
D6-R:5-GGCAAAGATICACACCACAGT3' 
以 上 所 有 引物 均 由 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公司 合成 。 
1.4 携带 者 检测 
1.4.1 以 PCR 步 移 法 进行 PCR 反应 确定 内 含 子 上 断裂 
点 的 区 域 PCR 反 应 条 件 :96 C 2 min;94 % 30 s, 退 火 
(具体 温度 依据 各 引物 Tm 值 确定 ) 30 s,72 °C 1 min,35 
循环 ;72 C 10 min。 随 后 以 邻近 断裂 连接 点 设计 的 上 
下 游 引 物 对 DMD 基因 缺失 连接 片段 进行 PCR 扩 增 。 
1.4.2 DMD 家 系 的 携带 者 检测 以 引物 D31-F/R2 对 家 
系 中 的 1 例 女 性 了 3 的 基因 组 DNA 进行 连接 片段 的 
PCR 扩 增 ,同时 扩 增 先 证 者 亚 2 的 连接 片段 作为 对 照 。 
PCR 反应 条 件 :96% 2 min;94 *C 30 s,53 C 30 s,72 C 
1 min,35 循 环 ;72 °C 10 min, 
1.4.3 对 散发 病例 的 女性 亲属 进行 携带 者 排查 检测 以 
引物 D6-FR 对 患者 下 1 母亲 的 基因 组 DNA 进 行 连接 片 
段 的 PCR 扩 增 ,同时 扩 增 该 患者 的 连接 片段 作为 对 
照 。PCR 反应 条 件 :96 C 2 min;94 € 30 s,55 C 30 s, 
72 C 1 min,35 循 环 ;72 °C 10 mins 
1.4.4 测序 并 验证 对 以 上 待 检测 女性 中 扩 增 获得 阳性 
结果 的 PCR 产 物 予 纯化 后 测序 ,并 与 先 证 者 的 DMD 基 
因 缺 失 连 接 片 段 序 列 结果 进行 比较 验证 。 


2 结果 
2.1 DMD 家系 的 携带 者 检测 结果 

对 上 述 家 系 中 的 女性 卫 3 的 基因 组 DNA 进行 连接 
片段 的 PCR 检测 ,结果 扩 增 出 365 bp 的 产物 片段 ,与 本 
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家 系 的 患者 亚 2 的 连接 片段 产物 长 度 一 致 (图 3)。 同 时 
测序 后 比较 下 3 与 患者 亚 2 的 连接 片段 序列 结果 无 差 
异 , 基 因 型 一 致 。 因 此 诊断 家 系 中 的 下 3 为 DMD 女 性 
Bo. 


500 bp 


图 3 DMD 家 系 连接 片段 的 PCR 扩 增 

Fig.3 PCR amplification of the junction fragment 
of the DMD family. M: 100 bp Ladder Marker; 
Lanes 1, 2: Results of Il 3 and patient Ill 2 of the 
family, respectively; Lane 3: Normal control. 


2.2, 散发 病例 女性 亲属 的 检测 结果 

对 男 一 DMD 散 发 病例 母亲 的 基因 组 DNA 进行 连 
接 片段 的 PCR 检测 ,结果 为 阴性 ,而 作为 对 照 的 该 患者 
扩 增 出 436 bp 的 连接 片段 产物 (图 4)。 因 此 可 以 排除 
该 患者 的 母亲 为 DMD 携 带 者 。 


500 bp 


图 4 散发 病例 家 庭 连 接 片段 的 PCR 扩 增 
Fig.J4 PCR amplifications of the junction 
fragment of the sporadic case's family. M: 100 
bp Ladder Marker; Lanes 1, 2: Results of 
patient's mother and the patient, respectively; 
Lane 3: Normal control. 


3 讨论 
临床 上 要 实施 DMD 产 前 遗传 学 咨询 ,准确 地 检测 
出 家 族 中 的 女性 携带 者 是 首要 的 一 步 ~。 在 基因 诊断 


方面 ,常规 PCR 技 术 用 于 检测 男性 DMD 患 者 大 片段 基 
因 缺 失 一 直 以 来 是 非常 有 效 的 ” ,但 女性 携带 者 因为 有 
野生 型 DMD 基因 的 存在 ,PCR 技术 对 于 检测 出 其 基因 
缺失 却 显 得 无 能 为 力 。 为 了 解决 这 一 难题 ,需要 对 基因 
进行 定量 检测 中 。DMD 携带 者 检测 传统 采用 定量 
Southern blotting 分 析 、 定 量 PCR 和 FISH 等 技术 进行 分 
析 , 但 这 些 技术 由 于 容易 出 现 误差 结果 ,以 及 操作 繁琐 、 
价格 昂贵 等 原因 ,使 得 其 推广 应 用 受到 了 限制 。 近 年 来 
快速 发 展 的 多 重 连 接 依赖 式 探 针 扩 增 \(MLPA) 技 术 可 
以 准确 有 效 地 用 于 DMD 基因 缺失 和 重复 突变 分 析 
检测 ,成 为 一 种 新 的 富有 和 希望 的 DMD 携带 者 检测 技 
术 "”2” 。 当 然 MLPA 技 术 也 并 非 完 美 无 缺 , 有 研究 者 同 
样 评 价 其 技术 比较 繁琐 。 

DMD 基因 人 缺失 连接 片段 是 基因 发 生 断 裂 缺 失 后 
断 端 重 接 形成 的 一 段 变异 的 DNA 序列。 我 们 通过 克隆 
DMD 基 因 缺 失 连 接 片 段 的 研究 并 综合 分 析 国 内 外 连接 
片段 序列 资料 后 发 现 ,尽管 不 同 家 系 患 者 的 DMD 基因 
缺失 情况 各 异 呈 ,但 一 般 而 言 同一 家 系 DMD 基因 人 缺失 
的 基因 型 相同 。 因 而 这 种 连接 片段 序列 具有 样本 个 体 
独自 的 特异 性 , 它 是 同一 DMD 家 族 中 患者 和 女性 携带 
者 所 特有 的 一 段 DNA 序列 。 基 于 以 上 认识 ,本 研究 在 
以 往 通 过 设计 PCR 步 移 法 对 连接 片段 进行 准确 定位 并 
对 其 实现 直接 PCR 扩 增 的 基础 上 ,进一步 将 扩 增 DMD 
患者 连接 片段 的 引物 应 用 于 DMD 家 族 中 的 女性 携带 
者 ,同样 可 以 将 其 携带 的 致 病 的 DMD 基因 连接 片段 扩 
增 出 来 。 本 研究 利用 此 方法 确诊 前 述 DMD 家 系 中 的 1 
例 女 性 为 携带 者 ,并 排除 另 一 散发 DMD 病例 的 母亲 为 
携带 者 ,确诊 其 为 正常 女性 ,达到 了 进行 缺失 型 DMD 携 
带 者 检测 的 目的 。 

当前 普遍 的 观点 认为 常规 PCR 技 术 无 法 对 DMD 
女性 携带 者 进行 检测 ,通常 需要 采用 定量 检测 的 方法 对 
携带 者 进行 分 析 史 与。 本 研究 第 一 次 成 功 实现 仅 使 用 
常规 PCR PERIT DMD 女性 携带 者 进行 检测 ,该 方法 与 
目前 通常 使 用 的 DMD 携带 者 检测 技术 的 重大 区 别 是 
不 对 DMD 基因 进行 定量 分 析 , 而 直接 以 PCR 检测 
DMD 家 族 中 的 女性 是 否 携带 致 病 的 突变 基因 片段 , 即 
只 要 对 女性 被 检 者 检测 出 与 先 证 者 一 致 的 DMD 基因 
缺失 连接 片段 即 可 确认 为 携带 者 ,方法 直观 且 特 异性 高 。 

由 于 常规 PCR 技术 不 能 检测 重复 突变 和 点 突变 "9 ， 
本 方法 仅 适 用 于 缺失 型 DMD 女性 携带 者 的 检测 。 此 
外 本 方法 需要 在 内 含 子 上 设计 合成 较 多 的 定位 引物 ， 
此 如 何在 DMD 基因 内 含 子 尤其 是 两 个 缺失 热 区 的 内 
含 子 上 建立 一 个 完善 日 方便 适用 的 内 含 子 定位 引物 体 
系 是 目前 简化 该 方法 和 使 其 得 以 推广 应 用 的 前 提 。 本 
研究 对 设计 缺失 热 区 上 第 43 第 44 这 2 个 庞大 内 含 子 以 
及 第 30. 第 54 内 含 子 定位 引物 进行 了 有 益 尝试 。 
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